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1 A MUNKA ELOZMENYEI ES A KITUZOTT CELOK

1.1 Problémafelvetés

Magyarorszag kukoricatermesztése nagy multra tekint vissza, a spanyol kereskeddk altal
Européba szallitott kukorica (tengeri) a torokoktdl (torokbuza) keriilt magyar lakta teriiletekre, és
azOta is meghatarozd szerepe van mezdgazdasdgunkban. Hazdnk ndvénytermesztésére a
gabonatulsuly jellemzo (50-70%). A gabonat termel6 teriileteken beliil a kukorica (25-30%) ¢és a
bliza (18-30%) aranya a legjelentdsebb. Magyarorszagon a kukorica a szantofoldi novények koziil a
legnagyobb teriiletet foglalja el, szerepe a mezdgazdasdgban meghatarozo.

A kukorica terméshozamait nagyban befolydsoljak a kartevok és korokozok altal okozott
mindségi €s mennyiségi veszteségek. Az egyik ilyen kérokozo, és egyben a kukorica legjelentésebb
virus betegsége a kukorica csikos mozaik virus (Maize dwarf mosaic virus, MDMYV).

A Potyviridae csaladba tartozo kukorica csikos mozaik virust (Maize dwarf mosaic virus,
MDMV), mely az egyszikli novények egyik legjelentdsebb virus korokozoja, elészor a hatvanas
években regisztraltik az Egyesiilt Allamokban (Janson és Ellett 1963, Williams és Alexander 1965),
majd hamarosan hazankban is leirtak (Szirmai és Paizsné, 1963). Gazdandvényei a kukorica,
fenyércirok, cukornad, koles, cirok fajok, valamint egyéb pazsitfii félék (Williams és Alexander
1965). Az MDMYV maggal 0,007%- 0,4%-ban (Hill et al., 1974; Mikel et al., 1984), mechanikai
uton, valamint levéltetvekkel nem perzisztens modon terjed (Toler, 1985).

A virusfertézésre a kiillonb6z6 kukoricafajtdk eltérd érzékenységet mutatnak, altalanosan
megfigyelhetd a mozaik tiinetek kialakulasa, torpiilés, gyengén fejlett cimer €s rosszul kotott termés
(Revers et al., 1999). A virusfertdzés komoly mezdgazdasagi karokat okoz (Oertel et al., 1997), a
terméskiesés elérheti a 42%-ot is (Peti, 1983; Sum et al., 1979; Szirmai, 1968). Figyelembe véve,
hogy a fertézottség mértéke fajtanként akar 80% is lehet (Tobias et al., 2003), az MDMV kartétele
gazdasagi szempontbdl igen jelentds. A gazdasagi kartétel az abortalt végii csdvek nagy szamabol, a
csovek méretének csokkenésébdl és az ezerszemtomeg csdkkenésébdl adodik dssze (Toldiné Toth
E., 2008).

Mig az SCMV (Sugarcane mosaic virus) alcsoport mas tagjait, az MDMV-vel szerologiailag
rokon, egyszikiieket fertdz6 virusokat kutatok részletes vizsgdlatoknak vetették ald, addig az
MDMYV jelentéségével kevesen foglalkoztak. Ezt tAmasztottdk ald a génbanki adatbazis adatai, ahol
korlatozott szami MDMYV szekvencia volt megatlalhato. Mivel az alcsoport tagjai koziil hazankban
az MDMYV a dominéans virus, ezért indokolt a virus szélesebb korl vizsgalata.

Az MDMV genetikai allomanydnak valtozékonysdga ¢és ennek lehetséges patologiai

crer

elemzésére iranyitotta. A PDR (pathogen derived resistance) kisérletekeben a virusok
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kopenyfehérje génjét vagy annak egy darabjat széleskorben alkalmazzdk virusrezisztencia
kivaltasara. A kopenyfehérje multifunkcionalis, fontos tiineti determinans ¢és gazdaspecifitas
meghatarozo, valamint nélkiilozhetetlen a levéltetvekkel vald terjedéshez, elengedhetetlen a virus
sejtrol-sejtre-valamint hosszatdvi mozgasdhoz. Mivel szerepe ilyen sokrétli, elsddleges

szerkezetének meghatarozasa jol alkalmazhato a virus genetikai vizsgalatara.

1.2 Célkitizések

A kopenyfehérje fentebb emlitett tulajdonsagai miatt, vizsgalataink a kopenyfehérjét (CP- coat
protein) kodold régio dsszehasonlitd analizisére terjednek ki.

Munkénk soran a kovetkez6 feladatokat tiiztiik ki doktori dolgozatom céljaul:

1. A doktori képzés ideje alatt (2006-2009) meghatarozni a kukorica csikos mozaik virus
(MDMYV) rokonsagi korét, két magyarorszagi kukorica termesztd — és nemesitd teriiletrél gytjtott
izolatumok kopenyfehérje génjének elsddleges szerkezete alapjan, ezzel feltérképezni a hazai
viruspopulacié 0sszetételét, stabilitasat.

2. MDMV koépenyfehérje génjét tartalmazod konstrukcid készitése, mely a transzgénikus
novényekben alkalmas virus ellenallosag kivaltasara. A transzformaciés modszerek alapjainak
kidolgozésa.

3. Teljes hosszuisagu, lehetdség szerint fertdzoképes MDMYV klon eldallitasa.



2 ANYAG ES MODSZER

2.1 Virus izolatumok gyiijtése és felszaporitasa

Mintainkat négy egymast kdvetd évben (2006-2009), két foldrajzilag jol elkiiloniild teriiletrdl, a
szegedi Gabonatermesztési Kht. tenyészkertjébdl kukoricarol (Zea mays L. convar. dentiformis, Zea
mays L. convar. saccharata), fenyércirokrol (Sorghum halepense (L.) Pers) és szemes cirokrol
(Sorghum bicolor (L.) Moench), valamint martonvasari tenyészparcellakrol kukoricar6l (Zea mays
L. convar. dentiformis, Zea mays L. convar. saccharata), fenyércirokr6l (Sorghum halepense (L.)
Pers) gytjtottiik.

A tlineteket mutatd levélmintakat 0,02 M natrium-foszfat-pufferben (pH 8) homogenizaltuk,
celittel elkevertiik €s a kapott présnedvvel a ndvényeket bedorzsoltiik. Az inokulalashoz 2-3 leveles
fejlettségi stddiumban 1évé csemegekukoricat (Zea mays L. convar. saccharata) ’Honey’
hasznaltunk. A levélmintdkat tovabbi feldolgozédsig -70 °C-on RNAlater oldatban (Ambion)
taroltuk.

2.2 Pollen-életképesség vizsgalat

A fitotron kamriban nevelt MDMV fertézott és kontroll kukorica ndvények pollen-
¢letképességét FDA festéssel vizsgaltuk. A fluoreszcein diacetat képes atjutni a sejtmembranokon,
mikdzben intracelluldris észterdzok lehasitjak rola a diacetat csoportot. Az ép membrannal
rendelkezd sejtekben felhalmozodik a fluoreszcein, igy jelzi a sejtek életképességét. A novények
cimerébdl anthérakat szedtiink, melyekbdl kipreparaltuk a pollent. A mikrosporakat 0,04 pug ml™
FDA koncentracioja 0,3M mannitol oldatban vizsgaltuk (Widholm, 1972).

2.3  Molekularis vizsgalatok

2.3.1 Mintafeldolgozas-RNS kivonas-Reverz transzkripcio

A levelekbdl Qiagen RNeasy Plant Mini Kittel RNS- t vontunk ki, a kiinduldsi mennyiség 100
mg volt. A kinyert RNS mindségét gél-elektroforézissel ellendriztiik, mennyiségét pedig
spektrofotometrikus uton hataroztuk meg, majd a Fermentas cég RevertAid First Strand cDNA
Synthesis kitjével (M-MuLV-reverz transzkriptdz), oligo dT;s nukleotid primerrel reverz
transzkripciot végeztiink. A reakcioelegyet a gyart6 ajanldsa szerint allitottuk dssze.

A teljes hosszisagh klon esetében az atirandd szekvencidk hosszisiga miatt a cDNS
RibonukleazH (Ambion) kezelése utan, a reverz transzkripcidt az Invitrogen cég Superscript II1 RT

enzimével a gyartd ajanlasa szerint végeztiik.



2.3.2 Polimeraz lancreakciok

Az egyszalia cDNS-bdl a PCR primer par (MDMV 8198 fwd 5 AAA CCG GTG GYT RCT
YGA ART GC 3’; MDMV3'- 5 ATC CTA GGT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT
GTC 3’) a 3’ nem kodold régiot, a kdpenyfehérjét kodold régiot és az NIb mintegy 323 bp
hosszlisagu szakaszat szaporitotta fel (~1317 bp).

A polimerdz lancreakcidhoz egységesen 40:1 ardnyt Taq:Pfu polimerdz enzimkeveréket
hasznaltunk. A klonozott virus fragmentumok szekvenalasat a Biomi Kft. végezte, M13 forward,
M13 reverse €s az amplifikalé primerekkel.

A teljes hossztsagu klon esetében a szekvencidk hosszusdga miatt a ROCHE cég Expand Long
Template enzim keverékét hasznaltuk. A teljes virusgenomot két részletben szaporitottuk fel. Az
elsd szakasz az 5’-4446-ig (4446bp), a masodik szakasz 4105-poly adenilacids szignalig tart
(5400bp).

2.3.3 A kopenyfehérje gének klonozasanak lépései

A PCR-rel felszaporitott és gélbdl visszaizolalt DNS fragmentumokat pLitmus28i (2823 bp,
New England BioLabs) vektor Agel-XmalJl klonozo helyére illesztettiik be, a vektort minden
esetben foszfatazzal kezeltiik (Fermentas-SAP-Shrimp Alkaline Phosphatase). A klénozasok soran
a Fermentas cég restrikcidos endonukleazait hasznaltuk. A ligatumokat Escherichia coli TOP10
(Invitrogen) kompetens sejtekbe transzformaltuk, majd kék-fehér szelekcidval valasztottuk ki az
inszertet tartalmazo klonokat. A valdban pozitivnak bizonyult mintdk bazissorrendjét M13for és

M13 rev primerekkel meghataroztuk.

2.3.4 Transzformacios modszerek

Az E. coli sejtek transzformalasat Inoue modszere szerint végeztiik (1990). A kompetens sejt
szuszpenzi6 50pl-enkét folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd -70 °C-on fagyasztva taroltuk.
Transzformacié utan a sejteket folyékony SOC taptalajban egy oran keresztiil 37 °C-on 200 rpm-en
razattuk, majd a szelekcios markernek megfeleld antibiotikummal kiegészitett szilard LB taptalajra
sz¢lesztettilk. Amennyiben a vektor konstrukcié a kék-fehér szelekciot lehetdvé tette, a szilard
taptalajra 10ul 1 M izopropil-tio- B-D-galaktozidot (IPTG) és 40ul 20mg/ml 5-bromo-4-kloro-3-
indolil-B-D-galaktozidot (X-gal) szélesztettiink. Ezt kovette egy egész éjszakas, 37 °C-on végzett
inkubacié. A TOPO-XL, illetve TOPO-TA vektorral vald transzformalasok esetében nem volt
sziikség kék-fehér szelekciora, mert ezek a vektorok tartalmazzak a ccdB gént a LacZ fragment C-
termindlis részén. Ha a kivant szekvencia beépiil, elrontja az amugy letalis ccdB gént, ennél fogva

csak a sikeresen ligalodott vektorokat tartalmazoé baktériumok képesek életben maradni.
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A pAHC20-UbiCPiPC novényi transzformaciés vektort Hofgen és Willmitzer (1988) modszere
alapjan juttatuk be Agrobacterium tumefaciens sejtekbe, annyi modositassal, hogy csak egy napot
novesztettiik szilard taptalajon, valamint az antibiotikum koncentraciot tobbszorosére emeltiik, a

baktérium (Agll) alacsony antibiotikum érzékenysége miatt.
2.4 A klonozasok soran hasznalt vektorok, baktériumok és taptalajok

A filogenetikai vizsgalatok soran az MDMV kopenyfehérje génjét pLitmus28i (New England
BioLabs) vektorba klonoztuk.

Az MDMYV csonkitott kdpenyfehérje génjét tartalmazoé konstrukci6 elkészitéséhez pLitmus28i
(New England BioLabs), pBluescriptKSII+ (Fermentas), pActlF (McElroy et al., 1991) valamint
pAHC20 (Christensen et al., 1996) vektorkat hasznaltunk.

A teljes hosszisagt MDMV klon eldéllitasthoz a PUC19 (Fermentas), TopoXL
(Invitrogen), TopoTA (Invitrogen) plazmidokat alkalmaztuk.

A klonozasokhoz sziikséges NOS terminatort (nopaline synthase terminator) és a CaMV
(Cauliflower mosac virus) 35S promoterét a pPGWB402 (Nakagawa et al., 2007) vektorbol PCR

segitségével szaporitottuk fel.

2.4.1 A klonozasok soran hasznalt baktérium torzsek és taptalajok

A klonozasok soran E.coli Top10 hékompetens (Invitrogen), E.coli JIM109 hékompetens, valamint
A. tumefaciens Agll torzseit hasznaltuk. Az Escherichia coli transzformaciokhoz LB (Lauria-
Bertani) és SOC taptalajokat, az Agrobacterium tumefaciens-el végzett munkakhoz YEB (Yeast

Extract Broth, Sambrook et al., 1989) taptalajt hasznaltunk.
2.4.2 A kompetens sejtek elkészitése

A hokompetens E.coli sejteket Inoue et al. (1990), az A. tumefaciens sejteket pedig Hofgen és
Willmitzer (1988) modszere alapjan készitettiik el.

2.5 Bioinformatikai vizsgalatok

2.5.1 Nukleotid sorrend 6sszehasonlitas és filogenetikai vizsgalatok

A CP gének elsddleges szerkezetének adatait BioEdit Sequence Alignment Editor programmal
értékeltiik ki, majd illesztettik a kovetkezd vizsgalatokhoz. A nukleinsav, illetve az in silico
kovetkeztetett CP aminosav szekvencia adatokbol ClustalX2.0.9 programmal elkészitettik a
rokonsagot jellemzd torzsfat. A harom kiillonbozdé szamitdsi mddszerrel (neighbour-joining-NJ;

Maximum parsimony-MP; maximum likelihood-ML) azonos eredményeket kaptunk, ezért a
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rokonsagi viszonyokat jellemzd torzsfat az NJ modszer eredményei alapjan allitottuk Ossze. A
filogenetikai vizsgalatok soran a statisztikai megbizhatosagot a Clustal X program 1000 ismétlést
alkalmazo bootstrap analizise biztositotta. A torzsfat NJplot (Perriére és Gouy, 1996) programmal
jelenitettiik meg.

Az MDMV rokonsagi korének atlagos diverzitdsat és genetikai tavolsagat (p-distance)
MEGA 4.0.2 programmal szamitottuk ki (Kumar et al., 2008). A torzsfan szerepld szekvencidk

hivatkozasi szdmai megtalalhatoak az egyes szamu mellékletben.

2.5.2 Rekombinacios vizsgalatok

Az altalunk izolalt és a nemzetkdzi adatbankokban megtaldlhat6 MDMV szekvencidkra
épiilé rekombinacios vizsgalatokhoz a TOPALi v2 (Milne et al., 2004) programcsomag PDM
(Probabilistic Divergence Measures) analizisét, valamint a RDP3 v.3.44 (Recombination detection
program, Martin et al., 2005; Heath et al., 2006) alkalmaztuk (ablak méret =500 nt, ablak

elmozdulasanak mérete =50 nt) 95%-os szignifikancia szinten.

2.5.3 RNS masodlagos szerkezet vizsgalatok

Az RNS masodlagos szerkezet, és RNS stabilitas vizsgalatokhoz ViennaRNA (Hofacker et al.,
1994), NUPACK (Dirks ¢és Pierce, 2004) és UNAFold (Markham ¢és Zuker, 2008) programokat
hasznaltunk.



3 EREDMENYEK

3.1 Kukorica csikos mozaik virus izolatumok gyiijtése és tiineteinek vizsgalata

Mintainkat Martonvasaron és Szegeden, kukoricarél (Zea mays L. convar. dentiformis, Zea
mays L. convar. saccharata), fenyércirokrol (Sorghum halepense (L.) Pers) és szemes cirokrol
(Sorghum bicolor (L.) Moench) gytijtottiik.

A szant6foldrdl gyljtott, kiillonbozo tiineteket mutatd kukorica levélmintdk nedvével inokulalt
csemegekukoricdn (Zea mays L. convar. saccharata, ,,Honey”) nem mutatkoztak eltérd tiinetek,
ebbdl arra kovetkeztethetliink, hogy MDMYV esetében inkabb a gazdandvény valamint a kdrnyezeti
tényezok feleldsek a kiilonbozo tiinetek kialakitasaért, mint a virus kdpenyfehérje génjének aprobb
eltérései vagy a foldrajzi elhelyezkedés. A négy év soran gylijtott mintdinkbdl 6sszesen nyolcvanhat
esetben sikeriilt az MDMYV jelenlétét kimutatni PCR modszer segitségével.

SCMV ¢és StMV specifikus primerekkel azonban egyik évben sem sikeriilt virust kimutatni, ez
az eredmény teljesen megegyezik Achon et al. (2007) és Oertel et al. (1997) megallapitasaival,
miszerint Németorszagban az SCMV a domindnsan elterjedt egyszikiieket fert6zo virus, mig a tobbi

europai orszagban az MDMV az uralkod6.
3.2 Pollenéletképesség vizsgalat

A fitotron kamrdban nevelt, MDMV fertézott és kontroll kukorica ndévények pollen-
¢letképességét FDA festéssel vizsgaltuk. A pollenéletképességet szézalékosan nem lehetett
kiértékelni, mert az MDMYV fert6zott ndvény mikrosporainak csak a sejtfala volt lathatd, életképes
pollent egyaltalan nem lehetett detektalni.

A virusfertézott kukoricdk az interndduszok megrovidiilése miatt fele olyan magasak voltak,
mint a kontroll névények, cimeriik két héttel késébb fejlodott ki, és negyed akkora méretii volt. Az
MDMYV fertézott kukoricdk cimereibdl csak preparaldssal tudtuk kinyerni a mikrosporakat.
Irodalmi adatok alapjan elmondhato, hogy eddig nem vizsgaltdk az MDMYV, vagy barmely mas,
egysziklieket fertdzd potyvirus ferézésének hatasat a gazdandvény pollentermeld - illetve pollen -

¢letképességére.
3.3 A kukorica csikos mozaik virus rokonsagi viszonyainak feltarasa

A nukleinsav, illetve az in silico kovetkeztetett CP aminosav szekvencia adatokbol
elkészitettiik a rokonsagi viszonyokat abrazold torzsfat, amely Osszesen kilencvennégy MDMV

izolatum szekvencidjat tartalmazza (Gell et al., 2010), ebbdl nyolc az NCBI génbank adatbazisbol
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szarmazott. Ezen szekvencidk ¢€s regisztracios szamaik a kdvetkezok: MDMV-Hungary-ScH/SYN
(AJ542536), MDMV-Spain-M (AM110758), MDMV-Spain-Sp (AJ416645), MDMV-A (U07216)
MDMV-Argentina-Arg (DQ973169), MDMV-Bulgarian-Bul (NC003377), MDMV-Royalty
(AJ563726), MDMV-Bulgaria-Burgas (AM490848) .

A vizsgalt izolatumok kozti atlagos genetikai tavolsag 7,4% (p-distance-0.074). Ha a
kopenyfehérje gén kiillonbozo régioit vizsgaljuk, akkor elmondhatd, hogy az N-terminalis régio (1-
204 nt) a legvaltozékonyabb, atlagosan 12,2% a nukleotid sorrendben talalhatd eltérés. A C-
termindlis régidban (717-915 nt) 7,2%, mig a konzervalt kozponti régidban (205-716 nt) dsszesen
5,2% az atlagos szekvencia eltérés. A 3> UTR (252 nt) genetikai tavolsaga 0-11,4%-ig valtozott,
atlagosan 3,7%.

Kiilonb6zd potyvirusok szeroldgiai és molekularis vizsgélata alapjan a kutatok két f6 tényezot
hatdroztak meg, melyek nagy hatassal lehetnek a kopenyfehérjére: az egyik a foldrajzi eredet, a
masik pedig a gazdanovény (Alegria et al., 2003; Xu et al., 2008). A kukorica csikos mozaik virus
izolatumok rokonsagi viszonyai és a genetikai tdvolsagok alapjan elmondhat6, hogy az SCMV
alcsoport tobbi tagjaval ellentétben, az MDMYV izolatumai kozott sem foldrajzi elhelyezkedés sem
pedig gazdandvény alapjan nem taldlhatok szekvencia varidnsok, a viruspopulaciok hazai
viszonyok kozott stabilnak tekinthetok.

Kivételt képez néhany martonvasari izolatum (Mv0702, Mv0801, Mv0811, Mv0814,
Mv0905), melyek kopenyfehérjéjiik N-terminalis részén hordoznak 13 aminosav hosszusagu
inszerciot. Az egyik martonvasari izoldtumnal, melyet 2008-ban fenyércirokrdl gytijtottiink, az
inszercid eldtt 9 aminosav hosszasagl delécioval is rendelkezik. Ugyan ezt az inszercidt nukleinsav
szinten (39nt). Az MDMV koépenyfehérje aminoterminalis részén elhelyezkedd inszercidt mar
korabban leirtak (Tébids és Palkovics, 2004), de ez az els6 eset, hogy az inszercid egy delécioval

parosul. Inszerciok és delécidk mas potyvirusok esetében is el6fordulnak a kopenyfehérjének ebben

s

crcr

jelen levd inszerciok ¢és deléciok aldtdmasztjdk a potyvirusok genomjinak rugalmassagat és
alkalmazkodo képességét, valamint el6fordulasuk gyakorisaga miatt arra lehet kdvetkeztetni, hogy
talan valamilyen funkcionalis tulajdonsaggal birnak. El6fordulhat, hogy példaul er6sebb kapcsolatot
tudnak kialakitani a vektorukkal, vagy gyorsabb a sejtrdl-sejtre terjedésiik, de a mai napig nem all
rendelkezésiinkre informacio ezekrdl a lehetdségekrol. Az Gsszehasonlitd szamitdgépes vizsgalatok
alapjan az izolatumok egy részében talalt inszert nagyfoku konzervaltsagot mutat mind a nukleinsav

bazissorrendjét mind elhelyezkedését tekintve. Tovabbi szamitdgépes analizis alapjan arra a



kovetkeztetésre jutottunk, hogy az inszercio szerepet jatszik a virus RNS stabilitasaban (Petrik et
al., 2010).

Az inszerciot tartalmazo izoldtumok az adatbazisban megtaldlhatd Argentin izolatummal
kiilon csoportot alkotnak a rokonsagi torzsfan. Tovabbi érdekesség, hogy az Osszes inszerciot
hordoz6 izolatumban a DAG aminosav motivum - mely a levéltetiivel valo atvihetdségi factor -
DVG-re valtozott. A rendelkezésiinkre all6 szekvenciak alapjan gy tinik, hogy az inszercio és a
DAG mutéciodja kozott dsszefliggés van, habar eléfordul olyan izoldtumban is, amely nem tartalmaz
inszerciot (MDMV-AJ542536-HUN-Sc-Sc/H).

Kutaték tobb esetben bizonyitottak a potyvirusok DAG motivumaban torténdé mutaciok
hatasat a levéltetiivel valo terjedésre (Shukla et al., 1991; Ullah et al., 2003; Farreyrol et al., 2006).
Atreya et al. (1991) TVMV (Tobacco vein mottling virus) izolatumokon vizsgaltak a DAG motivum
mutacioit. A kérdés az, hogy az Asp-Ala-Gly modosulasa Asp-Val-Gly-re hatassal van e az MDMV
levéltetvekkel vald terjedésére.

Az RNS virusok korében jol ismert jelenség, hogy egy adott ndovényen beliil a
viruspopulacidk variabilisak az allando replikacids hibakbol adodd valtozdsoknak, muticidknak,
rekombinacioknak koszonhetden (quasis species). Azért, hogy megvizsgdljuk az altalunk leirt
virusizolatumok populécioinak intraspecifikus strukturdjat, két izolatum (Mv0702, Sz0612)
esetében 8-8 klon szekvencidjat is meghataroztuk. Az Mv0702-es izolatum esetében 99-100%
szekvencia homologiat taldltunk, a Sz0612-es minta esetében 0,1-7,6% szekvencia eltérést
tapasztaltunk. Ez a kiilonbség azonban aminosav szinten nem mutatkozott meg, csak 0-3,1%-o0s

volt. Tehat elmondhato, hogy a vizsgalt izoldtumok populacioi a ndvényen beliil homogének voltak.

3.4 A virus RNS masodlagos szerkezetének vizsgalata

A kopenyfehérje aminoterminalis szakaszéban talalt inszercio és a DAG aminosav motivum

crer

crcr

masodlagos szerkezeten alapuld funkciondlis vizsgéalatot végeztek (McCormack et al., 2008),
melyek szintén genom szinten rendezett RNS struktirdk (GORS- genome scale ordered RNA
structures) alapjan mutattdk meg a kiilonb6z0 virusnemzetségek kozti szignifikans eltéréseket
(Simmonds et al., 2004). Vizsgalataik eredménye az lett, hogy a potyvirusok genomjabol
hidnyoznak ezek az RNS strukturdk, valdsziniileg az RNS nukleokapszid fehérjékkel vald
kapcsolata limitalja, vagy korlatozza ezeknek a szerkezeteknek a sziikségét. Munkdnk sordn az
MDMYV N-terminalisaban megtalalhatd inszert RNS stabilitasra és masodlagos szerkezetre kifejtett

hatasat vizsgaltuk. Az altalunk gytijtétt és az adatbazisban megtalalhatd6 MDMV kopenyfehérje
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gének becsiilt masodlagos RNS szerkezetét elkészitettilk harom kiilonb6zd programmal, Vienna
RNA csomag (Hofacker et al., 1994), UNAfold (Markham et al., 2008) és NUPACK (Dirks ¢és
Pierce, 2004). A Vienna és az UNAFold programok egyarant a Zuker-algoritmussal szamolnak
(Zuker és Stiegler, 1981), mig a NUPACK lehetdséget ad az ugynevezett pseudknot (dlcsomo) RNS
szerkezet vizsgalatokra is.

A vizsgalatok alapjan elmondhato, hogy az inszercidt tartalmazo izolatumok legkisebb
szabadenergiaja (MFE, minimum free energy) alacsonyabb, mint azok melyek nem tartalmazzak
ezeket a szekvencidkat. A random szekvencidk utani értékek (867, 876, 915) a vizsgalt
kopenyfehérje gének hosszisagat jelolik. A hazai izolatumok hosszisaga 876bp, a Spanyol
1zolatumoké 867bp, mig az inszerciot tartalmazoké 915bp volt. Az inszerciot tartalmazo izolatumok
atlagosan 7,7 %-al alacsonyabb MFE értékkel rendelkeznek, mint a 915bp hossziisagli random
inszerciot tartalmazé szekvencidk, mig az inszerciot tartalmazd szekvencidk legkisebb
szabadenergiaja 7,2 %-al alacsonyabb, mint az inszerciét nem tartalamzoak. A statisztikailag
szignifikans kiilonbségek szamitasdhoz ANOV A tesztet készitettiink.

Az RNS masodlagos szerkezet virus replikacioban betdltott szerepe jol ismert (Simmonds et
al., 2004), igy eléfordulhat, hogy az inszercionak hatdsa van a virus replikacidjara azaltal, hogy
stabilabb mésodlagos szerkezetet alakit ki.

A virus RNS madsodlagos szerkezete alapjan elmondhat6, hogy az MDMV koépenyfehérje
génjének N-terminalis szakaszdban megtalalhatd inszercié stabilizdlja a molekulaszerkezetet, az
alacsonyabb MFE (minimum free energy) értékekhez, kevesebb elagazassal rendelkezd

molekulaszerkezet kapcsolodik.

3.5 Rekombinacios vizsgalatok

Az kukorica csikos mozaik virus kopenyfehérje génjében, TOPALi V2 programjaval
végzett vizsgalata alapjan nem talaltunk rekombinacids helyet sem az izolatumok kozott, sem pedig
a rokon virusok izoldtumaival. Az altalunk meghatarozott két teljes hosszusagl virusizolatum
(MVO0801-M, Sz-0605-M) és az adatbazisban megtaldlhatdé harom teljes hossziisagh MDMV
szekvencia (NC_003377.1; AM110758, AJ001691) vizsgalata soran a P3-as fehérjét kodolo
régidban talaltunk egy rekombindcios toréspontot 2951nt-nél. Az elsé szakasz alapjan (1-2951nt) az
izolatumokat foldrajzi eredet szerint csoportosulnak, mig a masodik szakasz (2951-9563nt) az
Mv0801-M izolatum az Sp izolatummal mutat kdzeli rokonsagot. Tehat érdemes megemliteni, hogy
bar a kopenyfehérjét kodold régio meglehetdsen homoldg, foldrajzi eredettdl és gazdandvénytol

crer

rekombinaciés pont az MDMV-re jellemzd.
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Rekombinacios vizsgalatainkat ezutan elvégeztik az RDP3 (Recombination Detection
Program) programmal, mellyel a teljes hosszisdgh MDMYV izolatumokat valamint az SCMV
alcsoport kopenyfehérjét kodold szakaszait vizsgaltuk. Az RDP egyszerre kilenc kiilonb6zé
algoritmust futtat (RDP, GENECONYV, Boot Scan, MaxChi, Chimaera, SiScan, Phylpro, LARD,
3Seq), melyek koziil mind mast hanyagol el és masra fekteti a hangsulyt. A programot napjainkban
leginkabb HIV (Human immunodeficiency virus) rekombinacios valtozatok kutatasara hasznaljak,
azonban tapasztalataink szerint a potyvirusok ilyen tipusu vizsgdlatdhoz is kivaldan alkalmazhat6.
A program az 0t teljes hosszisagt MDMV szekvencidban (AM110758-Spain, NC 003377-
Bulgaria, AJ001691-Bulgaria, Mv0801-M, Sz0605-M) négy rekombinacidos eseményt talalt,
melyeket eddig nem irtak le. Az SCMV alcsoport tagjai kozil SCMV-SCMV, SrMV-SrMV,
JGMV-MDMYV (70-210), MDMV-MDMYV, StMV-MDMYV (329-397) izoldtumok kozott talaltunk
rekombinacids eseményt sikeriilt detektalni, mig a TOPALIi csak egyetlen toréspontot talalt a teljes

hosszusagt MDMV genomban.
3.6 A teljes genomot lefed6 nukleotid sorrend meghatarozasa

A teljes MDMV genomot lefed6 szekvencidk meghatarozasahoz egymassal atfedd virus szakaszokat
klonoztunk, majd szekvenaltuk. A kapott elektroferogrammokat a BioEdit Sequence Alignment
Editor programmal jelenitettilk meg, majd a génbanki adatbazisban megtaldlhaté szekvencidkkal
illesztettiik. Az igy kapott szekvencia illesztésbdl dsszedllitottuk a teljes hossziisagu szekvenciakat a
Sz0605 (Szeged), és a Mv0801-es (Martonvasar) izolatumok esetében. CloneManager program
segitségével megvizsgaltuk a teljes genom restrikcids mintazatat, majd ennek alapjan terveztiikk meg

a teljes hosszusagt klon elkészitését.
3.7 MDMVYV virusrezisztencia Kivaltasara alkalmas konstrukcio elkészitése

A kockazati tényezok csOkkentése az altalunk tervezett konstrukcioban a kovetkezok voltak: a
virusszekvencia nem irédik at fehérjévé a transzlacios start kodon hidnya miatt; nem tartalmazza a
virusatvitelhez nélkiilozhetetlen, ezért egy esetleges levéltetlivel nem terjedd virus feliilfertézése
esetén, annak vektorkorét nem bdviti; a rezisztencia PTGS alapu, igy nem halmozodik fel a
transzgénrél szarmazd RNS (Tepfer és Balazs, 1997); a ndvényi transzformacids vektor az
ampicillin rezisztencia gént a hatarszekvencidkon kiviil tartalmazza, igy lehetdséget ad a
baktériumok pozitiv szelekcidjara, azonban a ndvényeknek nem adja at azt. A virusrezisztencia

kivaltasara alkalmas konstrukcio a géncsendesités elvén mikodik, a hajtii (hairpin) konstrukcidoban a
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virus csonkitott kopenyfehérje gén szakasza forditott ismétlédés formajaban van jelen, melyeket egy
rizs intron valaszt el egymastol. A virusszekvencidk egymassal komplementerek, igy az intron
kivagodasa (splicing) utan kettdsszali RNS molekulak képzddnek, melyekbdl az MDMV specifikus
siRNS-ek a PTGS elicitorai lesznek.

A novényi transzformalasok és a potencialisan transzformans kukorica novények felnevelése
folyamatban van, sajnos a kiilonboz6é kukorica fajtak és vonalak nagyon nagy kiilonbségeket
mutatnak regeneracidos készségében, igy a tovabbiakban a megfeleld transzformacids-és

regeneracios modszerek kidolgozasara kell torekedniink

3.8 A kukorica csikos mozaik virus teljes hosszusagu cDNS klonjanak

elkészitése

A kukorica csikos mozaik virus teljes hossziusagi klonjat az Mv0801-M izolatumbol
készitettiik el. Az SCMV alcsoport tagjai koziil a mai napig csak a JGMV (Johnsongrass mosaic
virus) esetében késziilt el teljes hosszsagl, fertézoképes cDNS klon (Kim et al., 2003).
Fertézoképes cDNS klonokat kutatok mar sok esetben sikeresen eldallitottak (PPV-Maiss et al.,
1992; LMV Yang et al., 1998; TuMV Sanchez et al., 1997; ZYMV Gal-on et al., 1991; PSbMV
Johansen, 1996), azonban a mai napig vannak bizonyos potyvirusok, melyek ¢cDNS klonjaival
hosszl évekig tartd kisérletezés utdn sem tudtak fertézést eldidézni. Ennek okai a lehetnek a
kovetkezOk: A poliadenilacids szignal hianya, vagy rovidsége; egy-két bazis hibas a virus 5° végén,
mely a fertézoképesség teljes elvesztéséhez vezethet; az inszerciok a virusgenom instabilitdsat
okozhatjak, DNS mindsége ¢és mennyisége, a gazdandvény, az inokuldlas tipusa (manudlis,
Agrobaktérium kozvetitett, belovéses).

Sajnos tizenkét kiilonbozo tisztitasbol szdrmazo teljes hossziisagi cDNS klon egyikével sem
sikeriilt fertézést kivaltanunk, a kukoricdk teljesen tiinetmentesek voltak. A fitotron kamra
homérseklet és fény intenzitdsa bedllitasai optimalisak voltak a kukorica nevelésé¢het valamint a
virus tiinetek kifejlédéséhez, amint ez a pozitiv kontroll ndvényeken lathato volt. A kukoricakbodl
ezutan RNS-t vontunk ki és a PCR analizis alapjan sem talaltunk kukorica csikos mozaik virust az

inokulalt névényekben.
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4 MEGVITATAS (KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK)

A kukoricatermesztés jelentdsége hazankban igen nagy, fontos a human taplalkozasban
betoltott szerepe, haszonallataink takarmanyozasahoz pedig nélkiilozhetetlen. Az nagymértékben
terjedd bioetanol gyartas kovetkeztében ipari felhasznalasa is egyre jelentdsebb. A kukorica virusos
megbetegedései kozil az MDMV az egyik legjelentésebb korokozod, mely nagy
termésveszteségeket okozhat. Ezért nagyon fontos a virus rezervoar gyomok irtdsa, valamint a
levéltetti vektorok elleni védekezés.

2006-2009-ig terjedd idOszakban, szant6foldi kukorica, cirok és fenyércirok levélmintakbol
szarmazo RNS-ek PCR vizsgalatai alapjan elmondhatd, hogy hazankban az adott term6helyeken az
SCMV alcsoport tagjai koziil az MDMV a dominansan eléfordulo virus.

A négy év soran vizsgalatainkba bevont kukorica csikos mozaik virus izoldtumok
kopenyfehérje génjének elsddleges szerkezete alapjan elmondhatjuk, hogy az MDMV genetikai
alloménya nem mutat jelentékeny valtozékonysagot. A viruspopulacid hazankban, és a vilag mas
részein is stabilnak mondhaté.

Vizsgalataink soran bebizonyosodott, hogy az MDMYV fert6zés nem csak a kukoricacsé
méretének, szemtermésének, valamint cimer méretének csokkenését okozza, hanem a minimalis
megtermelt pollen életképességét is nagyban befolyésolja.

Az altalunk meghatarozott 86 MDMV kopenyfehérje gén, valamint az adatbazisban
megtalalhato MDMYV szekvencidk vizsgalata alapjan elmondhato, hogy a csonkitott kdpenyfehérje
géntdl szarmaztatott virusrezisztencia attorésének lehetésége MDMV esetében alacsony, mivel a
populacié homogénnek bizonyult, és a nukleotid sorrendben eléfordulé kiilonbségek altaldban nem

jelentettek aminosav szintii kiilonbségeket.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Munkank soran, négy egymast kovetd évben (2006-2009) meghatiroztunk 86 MDMV
izolatum részleges NIb ¢s teljes kopenyfehérje génjének elsddleges szerkezetét, ezzel nagy
mérékben bovitettiik a génbanki adatbazis MDMYV szekvencia gylijteményét.

Az izolatumokat azonos gazdandvényen, azonos kdrnyezeti koriilmények kozott tesztelve
megallapitottuk, hogy a szant6foldi koriilmények kozott eltérd tiineteket mutato MDMV
izolatumok kozott valdjaban nincsenek tiineti kiilonbségek. Ez visszavezethetd, a
gazdandvényre, a hdmérsékleti kiilonségekre, melyek nagyban befolyésoljak a virustiinetek
kialakulédsat, valamint arra, hogy milyen fenofazisban fert6z6dott meg a névény.

A meghatéarozott szekvencidkbol elkészitettik az MDMV rokonsagi viszonyait jellemzé
torzsfat, kiegészitve az adatbazisban megtalalhatd szekvencidkkal. Ez az els6, ekkora
mintaszamot feldolgozo, kopenyfehérje gén elsddleges szerkezetén alapulé MDMV
rokonsagi viszonyait feltard vizsgalat.

El6szor irtunk le egy olyan MDMV kopenyfehérje gent (Mv0811, FM883174), mely az N-
terminalis részén talalhatd inszercio mellett tartalmaz egy deléciot is.

Az inszercidt tartalmazo izolatumok elsddleges szerkezetébdl, harom kiilonb6zd
szamitogépes program szamitasai alapjan RNS stabilitds és RNS masodlagos szerkezet
vizsgalatokat végeztiink, melynek eredményei ravilagitottak arra, hogy a kdpenyfehérje gén
masodlagos szerkezetének stabilizalasaban.

Meghataroztuk két, foldrajzilag elkiiloniild helyrdl izolalt kukorica csikos mozaik virus
teljes szekvencidjat (Mv0801-es és a Sz0605-0s izolatumok).

Elkészitettlink egy géncsendesitésen alapuldo, MDMYV rezisztencia kivaltasadra alkalmas
konstrukciot, mely a kukorica csikos mozaik virus csonkitott kopenyfehérjegénjét
tartalmazza.

Bebizonyitottuk, hogy a haromleveles fejlédési stddiumban, MDMV-vel megfert6zott
csemegekukoricanak  nemcsak  pollentermelése  hanem  pollen-¢életképessége  is
nagymértékben lecsokken. Ez az elso ilyen jellegli adat egyszikli ndvényt fert6z6 potyvirus
fert6zések estében.

Rekombinécids vizsgalataink alapjan elmondhatd, hogy az MDMV genomjara jellemzdéek
az intermolekularis atrendezddések. Valamint a kdpenyfehérjét kodolo régiojban az SCMV

alcsoportba tartozo virusokkal is eléfordulnak rekombinacids események
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